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摘要 : 传统 的 正 相 高 效 液 相 色 谱 (normal phase high performance liquid chromatography, NP-HPLC) 可 以 较 好 地 分 离 保 幼 激素 〈ju- 
venile hormone, JH) 上 、 中 和 川 ， 但 不 能 分 离 保 幼 激 素 的 代谢 产物 及 其 类 似 物 。 经 过 改进 的 反 相 高 效 液 相 色 谱 〈reverse phase 
high performance liquid chromatography, RP-HPLC) 不 仅 可 以 很 好 地 分 离 保 幼 激 素 ， 还 能 定性 定量 分 析 保 幼 激 素 的 代谢 产物 及 其 
类 似 物 。 离 体 培 养 昆 虫 咽 侧 体 〈corpora alata，CA) 所 合成 的 、 被 同位 素 标记 的 痕 量 保 幼 激素 可 以 用 以 上 两 种 色谱 方法 进行 
分 离 和 鉴定 。 此 外 ，RP-HPLC 还 可 以 用 来 分 离 体内 或 体外 同位 素 标记 的 保 幼 激素 代谢 产物 ， 以 及 测量 血 淋 巴 中 的 保 幼 激 素 
Ais: AMA: 保 幼 激素 ; 高 效 液 相 色谱 ; 生物 合成 ; 代谢 降解 
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Modification and application of a high performance liquid chromatography method 








to separate juvenile hormones and their metabolites 

OUYANG Ying-Chun’, LI Sheng” (1. Institute of Zoology» Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080, China; 
2. Department of Biological Sciences, Illinois State University, Normal, IL 61790-4120, USA) 

Abstract: Juvenile hormones (JH) I > [[ and [[ can be effectively separated by traditional normal phase high perfor- 
mance liquid chromatography (NP-HPLC), but their metabolites and analogues can not be clearly separated by this meth- 
od. We have recently modified a method of reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC). This 
modified method can be used to separate not only different juvenile hormones, but also a variety of juvenile hormone me- 
tabolites and analogues, qualitatively and quantitatively. Trace amounts of radiolabeled juvenile hormone,» which was syn- 
thesized and secreted by the in vitro incubated corpora allata CCA); could be separated by both NP-HPLC and RP-HPLC 
methods. Moreover» the RP-HPLC can be used to separate radiolabeled juvenile hormone metabolites and analogues» in 
both in vivo and in vitro conditions, as well as to measure juvenile hormone levels in the hemolymph. 
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RAYA eas BOR Corpora allatas CA) 
合成 保 幼 激素 Cuvenile hormone, JH) FFIEC HK 
到 血 淋 巴 中 ， 以 维持 幼虫 的 性 状 和 促进 成 虫 的 生殖 
(Riddiford; 1994; Wyatt and Davey，1996)。 血 淋巴 
中 保 幼 激素 滴 度 的 变化 是 生物 合成 和 代谢 降解 达到 
平衡 后 的 结果 。 大 多 数 昆 虫 只 有 IH MAE. me 
WIE BRM MAM ARR Sak JH Mb. Wank JH 0、 
I. Il. B SHC RAHA (Gilbert et al.» 
2000)。 保 幼 激 素 属 于 和 车 烯 类 化 合 物 ， 与 类 固 醇 物 
质 一 样 ， 是 异 戊 二 烯 的 衍生 物 ， 它 们 享有 一 个 共同 
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前 体 一 一 焦 磷酸 法 尼 酯 Cfamesyl pyrophosphate). LA 
JH 于 的 生物 合成 和 代谢 降解 为 例 ， 在 鳞 翅 目 昆 忠 
中 ， 法 尼 酸 (famesoic acid，FA》 先 环 氧化 生成 保 
幼 激素 酸 (juvenile hormone acid, JHA). B FÆ 
ERJ 五 。 而 在 其 它 昆 忠 中 ， 法 尼 酸 先 甲 基 化 生 
成 甲 基 法 尼 酯 Cmethyl famesoate,，MF)， 骨 环 氧化 生 
RIH 焉 。 另 外 ， 其 它 几 种 保 幼 激素 与 JH MH 
物 合成 途径 非常 类 似 《Gilbert et al.» 2000; Borst 
et al.，2001)。 咽 侧 体 离 体 合成 保 幼 激素 的 能 力 一 
般 用 放射 化 学 方法 检测 《Tobe and Pratt，1974; 
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Pratt and Tobe，1974);， 其 合成 产物 用 注 层 层 析 
(thin layer chromatography，TLC〉 和 正 相 高 效 液 相 色 
谱 (normal phase high performance liquid chromatogra- 
phy» NP-HPLC) 分 离 (Feyereisen and Tobe, 1981; 
Cusson et al.» 2000). 

在 保 幼 激素 的 降解 反应 中 ， 保 幼 激素 酯 酶 
(juvenile hormone esterase> JHE) 是 最 为 重要 的 一 种 
水 解 酶 ， 它 把 保 幼 激 素 降 解 成 JHA (Hammock and 
Sparks» 1977); 另 一 种 水 解 酶 是 保 幼 激素 环 氧 水 解 
fi (juvenile hormone epoxide hydrolase» JH-EH), E 
把 保 幼 激素 降解 成 保 幼 激素 二 醇 〈juvenile hormone 
diob JHD); Ž $E JHA 降解 成 保 幼 激 素 酸 二 醇 (ju- 
venile hormone acid diol; JHAD)( Share and Roe, 1988). 
血 淋 巴 中 保 幼 激素 的 降解 能 力 通常 用 萃取 法 检测 ， 
其 代谢 产物 用 TLC 来 分 离 (Share and Roe，1988; 
Hoffmann et al.» 1994). RE TLC 和 NP-HPLC 对 实 
验 设备 要 求 低 、 所 需 时 间 短 ,但 是 精确 度 和 灵敏 度 
不 高 。Halarmkar 和 Schooley 《1990〉 曾 用 反 相 高 效 
液 相 色 谱 《reverse phase high performance liquid chro- 
matography，RP-HPLC》 分 离 保 幼 激素 代谢 产物 。 我 
们 用 改良 的 RP-HPLC 方法 ， 成 功 地 分 离 咽 侧 体 离 
体 合 成 的 保 幼 激素 、 保 幼 激素 的 代谢 产物 ， 以 及 测 
定 血 淋巴 中 的 保 幼 激 素 滴 度 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

实验 用 昆虫 为 室内 饲养 的 烟 芽 夜 蛾 Heliothis vi- 
rescens FURYE Romalea microptera » 它们 分 别 由 Dr. 
Francesco Pennacchio (Universita della Basilicata， 意 大 
AJ) 和 Dr. David W. Borst (Illinois State University» 
美国 ) 提供 。 
1.2 化 学 药品 与 试剂 

LL?H- 1.3 & RCL 80.0 Ci/mmol) 和 
Lio HON) ]-JH M ClCH 19.4 Ci/mmol) 分 别 购 于 
Amersham 和 NEN 公司 。JH I> JH DA JH [i 
准 品 购 于 捷克 的 SciTech 公司 。TC199 培养 液 购 于 
Gibco BRL 公司 。MF 为 Dr，Borst 提供 。 其 它 化 学 
药品 与 试剂 均 购 于 Sigma-Aldrich 公司 。 
1.3 咽 侧 体 体 外 塔 养 的 放射 化 学 方法 

咽 侧 体 体 外 培养 的 放射 化 学 方法 ， 按 Feyereis- 
en 和 Tobe (1981). Tobe 和 Pratt ©1974) 的 方法 ， 
FWAR. TROVRA ak ELL ELS 
ARBNBAR MH. MMAES ACH FELS 
氨 酸 的 TC199 培养 基 液 培养 4h 后 取出 。 用 异 辛 烷 








提取 释放 到 培养 基 中 的 *H-JH， 与 作为 内 标的 保 幼 
激素 标准 品 一 起 ， 在 HPLC 系统 中 分 离 。 
1.4 保 幼 激素 的 离 体 降解 和 萃取 方法 

JHA、JHD 和 JHAD 标准 品 通过 下 列 步骤 化 学 
转化 。JH 亚 在 含有 0.005 mol/L BSO, 的 甲醇 :1 
mol/L NaOH = 1:1 RZA: 7K = 5:3 的 溶液 中 反 
应 后 转化 成 JHA 或 JHD; JHAD F H JHA 或 JHD 转 
化 而 成 《Halamkar and Schooley，1990)。 这 些 化 学 
转化 成 的 JHA、JHD 和 JHAD 作为 用 HPLC 分 离 保 
幼 激素 代谢 产物 的 内 标 。 

取 3 uL MIKE. H 600 uL 0.2 mol/L 磷酸 缓冲 
液 稀释 ， 并 加 入 4 000 ng JH 焉 和 200 000 DPM 的 
3H-JH 亚 ， 离 体 条 件 下 反应 半 小 时 ， 然 后 用 250 uL 
甲醇 终止 反应 。 反 应 物 先 用 850 pL 丙酮 提取 ， 沉 
淀 再 用 850 nL 异 辛 烷 提取 2 次 ， 合 并 所 有 的 上 清 
液 ，4 000 r/min 离心 10 min。 有 机 相 异 辛 烷 中 含有 
未 被 降解 的 JH M APSA JH 焉 的 代谢 产物 
JHA; JHD 和 JHAD。 FA 1 mL 乙酸 乙 酷 抽 提 水 相 中 
BY JH 焉 代谢 产物 3 次 后 ， 用 于 HPLC 分 离 《Ho 在 
mann et al.» 1994, 1995). 

1.5 保 幼 激素 的 体内 降解 和 血 淋 巴 中 保 幼 激素 的 
提取 

检测 体内 保 幼 激素 水 解 酶 的 能 力 : 把 400 000 
DPM 的 [103HCN7]-JH MPE 100 pL RA 0.1% 
4B A Ringer’ s 液 中 ， 注 射 到 昆虫 体内 ， 
4h 后 ， 取 20 ek MIKES 0.5 mL ZA. 1 mL 0.1 
mol/L BERRA (PRS) 和 3 mL 异 辛 烷 充 分 混合 。 
4 000 r/min 离心 10 min， 水 相 中 的 保 幼 激素 代谢 产 
物 再 用 1 mL 乙酸 乙 酯 提取 3 次 后 ， 用 于 HPLC 分 
离 。 

血 淋 巴 中 保 幼 激素 的 提取 : 取 20 ph 血 淋 巴 与 
0.5 mL LABs 1 mL 0.1 mol/L PBS 和 3 mL HFS 
分 混合 。4 000 r/min 离心 10 min， 保 幼 激 素 被 有 机 
相 提 取 ， 进 行 HPLC 分 离 。 

1.6 HPLC 分 离 保 幼 激素 及 其 代谢 产物 

LKB (Bromma) 和 Pharmacia Biotech P ZX A 7] 
的 HPLC 仪 被 分 别 用 于 NP-HPLC 分 离 和 RP-HPLC 
分 离 。 

正 相 HPLC 柱 为 Altech Silica FE (5 um, 250 mm 
x4.6 mm)。 流 动 相 为 正己 烷 : 乙 配 = 9:1， 流速 0.5 
mL/min， 洗 脱 时 间 为 20 ~ 30 min， 洗 脱 组 分 的 检测 
波长 为 217 nm。 按 峰 收 集 洗 脱 组 分 ， 然 后 进行 液 办 
计数 。 

反 相 HPLC 所 用 的 柱子 为 Altech Econosil C18 柱 
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(Sum; 4.6 mmx 250 mm)。 分 离 再 ， 洗 脱 梯度 为 
40% ~100%KMI is; 分 离 三 于 及 其 代谢 产物 ， 洗 
脱 梯度 为 20% ~ 100% AZAR. YENTE A 60 min» 
流速 1.0 mL/min。 洗 脱 组 分 的 检测 波长 为 217 ome 
按 每 分 钟 收集 洗 脱 组 分 ， 然 后 进行 液 内 计数 。 

保 幼 激素 和 保 幼 激素 代谢 产物 的 量 是 根据 所 收 
集 的 洗 脱 组 分 中 同位 素 的 量 来 推算 的 。 


2 结果 


2.1 体外 咽 侧 体 合成 保 幼 激素 的 HPLC 分 离 

体外 培养 烟 芽 夜 蛾 和 笨 蝗 的 咽 侧 体 ， 用 异 辛 烷 
提取 释放 到 培养 基 中 的 ;H-JH， 与 作为 内 标的 JH 
I、 工 和 开标 准 品 一 起 ， 在 HPLC 系统 中 分 离 ， 收 
集 的 洗 脱 组 分 进行 液 内 记 数 。 

图 1 显示 用 NP-HPLC 分 离 JH 1. DAIKE 
谱 图 。 用 NP-HPLC 分 离 烟 芽 夜 蛾 5 龄 第 1 AM 
体 合 成 的 保 幼 激素 ， 发 现 80% 为 JH I> 16%% JH 
1, 4%A JH I; DRAPER 25 天 咽 侧 体 
合成 的 保 幼 激素 ， 发 现 100% A JH M-e 
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图 2 显示 用 RP-HPLC RAJH 1. DAIKE 
iA. FA RP-HPLC 分 离 烟 芽 夜 蛾 咽 侧 体 合成 的 保 
幼 激素 ，93 约 为 班 I 3% ATH I> 404 JHI: 
分 离 笨 蝗 咽 侧 体 合 成 的 保 幼 激素 ， 全 部 为 本 Ie 
2.2 保 幼 激素 代谢 产物 的 HPLC 分 离 

血 淋 巴 中 的 保 幼 激 素 经 体内 和 体外 降解 后 所 得 
到 的 降解 产物 ， 与 作为 内 标的 ， 经 JH 焉 转化 而 来 
的 JHA、JHD 和 JHAD 一 道 ， 进 行 HPLC 分 离 。 

用 RP-HPLC 分 离 离 体 条 件 下 血 淋 巴 中 的 保 幼 
激素 的 代谢 降解 产物 的 色谱 图 见 图 3。 烟 芽 夜 蛾 离 
体 血 淋巴 中 保 幼 激素 的 代谢 产物 分 别 为 84% 的 
JHA, 5%] JHAD 和 11% 8 JHD; JHAD 峰 是 根据 
同位 素 峰 的 出 现 并 比较 Halarnkar 和 Schooley (1990) 
的 色谱 图 推测 得 来 。 而 繁星 离 体 血 淋巴 中 保 幼 激素 
的 代谢 产物 ，100% 为 JHA。 用 同样 的 方法 分 离 活 
体 条 件 下 的 保 幼 激素 代谢 产物 。 烟 芽 夜 蛾 活体 血 淋 
巴 中 保 幼 激素 的 3 种 代谢 产物 的 比例 与 离 体 条 件 下 
的 结果 相同 ， 同 样 ， 检 测 繁星 活体 血 淋 巴 中 保 幼 激 
素 的 代谢 产物 ， 也 只 有 JHA. 








12.00 14.00 16.00 18.00 
IRRI ÈY Retention time (min) 


20.00 


图 1 烟 芽 夜 峨 和 笨 蝗 离 体 咽 侧 体 合 成 产物 经 NP-HPLC 分 离 的 色谱 图 
Fig. 1 Separation of products released in vitro from corpora allata of H. virescens and R. microptera by NP-HPLC 
由 于 离 体 咽 侧 体 合成 保 幼 激素 的 量 很 低 ， 图 中 所 显示 的 峰 为 保 幼 油 素 标 样 ， 离 体 咽 侧 体 合成 的 保 幼 激素 的 量 是 根据 所 收集 的 洗 脱 组 分 中 


同位 素 标记 的 保 幼 激素 量 来 推算 的 。 图 2、3 亦 同 


Because juvenile hormone synthesis by corpora allata in vitro was very low» the peaks in the figure showed the juvenile hormone standards; so juvenile hormone 


synthesis by corpora allata in wtro was estimated by isotope labeled juvenile hormone in the collected fraction. The same for Fig. 2 and 3 
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图 2 烟 芽 夜 峨 和 笨 蝗 离 体 咽 侧 体 合成 产物 经 RP-HPLC 分 离 的 色谱 图 


Fig. 2 Separation of products released in vitro from corpora allata of H. virescens and R. microptera by RP-HPLC 
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图 3 烟 芽 夜 峨 和 笨 蝗 保 幼 激素 代谢 产物 经 RP-HPLC 分 离 的 色谱 图 
Fig. 3 Separation of juvenile hormone metabolites of H. virescens and R. microptera by RP-HPLC 
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2.3 RP-HPLC 用 于 血 淋 巴 中 保 幼 激素 滴 度 的 测定 

用 改良 的 RP-HPLC 方法 测定 昆虫 血 淋 巴 中 的 
保 幼 激 素 滴 度 ， 可 以 检测 到 少 至 100 ng 的 保 幼 激 
素 。 由 于 烟 芽 夜 蛾 的 血 淋 巴 保 幼 激素 滴 度 很 低 ， 未 
能 成 功 地 检测 烟 芽 夜 蛾 幼虫 血 淋 巴 中 的 保 幼 激素 。 
但 在 笨 蝗 成 忠 的 血 淋 巴 中 ,， 保 幼 激素 滴 度 较 高 
《100 ~ 4 000 ng/mL)， 而 且 只 有 一 种 保 幼 激素 一 一 
JH 焉 ， 故 可 以 成 功 地 加 以 检测 。 


i7 * 人 人 、 
3 讨论 


3.1 NP-HPLC 和 RP-HPLC 的 应 用 

除 鳞 翅 目 昆虫 外 ， 大 部 分 昆虫 的 咽 侧 体 只 合 
JH I (Gilbert et al.，2000)。 要 研究 某 一 种 昆 忠 的 
咽 侧 体 合成 哪 几 种 保 幼 激素 ， 以 及 它们 之 间 的 比 
例 ， 通 常用 HPLC 分 离 是 最 为 准确 而 有 效 的 方法 。 
从 图 1 和 图 2 中 可 以 看 出 ， 用 NP-HPLC 分 离 咽 侧 
体 合成 的 保 幼 激素 ，3 种 保 幼 激素 的 洗 脱 峰 互 相 重 
Z, A JH IFJ 了 [难以 分 开 。 而 用 RP-HPLC 
分 离 保 幼 激素 ，3 种 保 幼 激素 的 洗 脱 峰 不 仅 不 相互 
HS, MARAE AEB 2 ~ 3 min， 所 收集 
的 饮 份 也 只 含有 单一 的 保 幼 激素 成 分 。 因 此 ， 分 离 
鲜 翅 目 昆虫 的 咽 侧 体 合 成 产物 ， 最 好 用 RP-HPLC, 
而 分 离 其 它 昆 虫 的 咽 侧 体 合 成 的 保 幼 激素 ， 用 NP- 
HPLC 就 足够 了 。 

HPLC 的 作用 不 仅 是 分 离 保 幼 激 素 ， 而 且 能 
显著 降低 或 者 去 除 同 位 素 背 景 ， 这 在 研究 保 幼 激素 
合成 速率 很 低 的 昆虫 中 尤为 重要 。[?H- 甲 基 ]- 蛋 氯 
酸 的 极 性 很 高 ， 在 NP-HPLC 分 离 中 ， 洗 脱 峰 远 落 
于 保 幼 激素 之 后 ， 而 在 RP-HPLC 分 离 中 ， 则 在 溶 
剂 峰 中 洗 出 。 这 样 在 进行 RP-HPLC 分 离 时 ， 所 收 
集 的 保 幼 激素 馏 份 中 ， 就 不 含有 任何 [3H- 甲 基 ] - 
蛋氨酸 带 来 的 同位 素 背 景 。 烟 芽 夜 蛾 的 5 龄 幼虫 ， 
除 刚 晓 皮 时 ， 保 幼 激 素 合 成 能 力 为 20 ~ 30 fmol/ Ch 
epai) 以 外 ， 其 它 时 期 均 检 测 不 到 任何 保 幼 激素 合 
Ro AIEE RE E 25 天 咽 侧 体 合成 的 保 幼 激素 的 
能 力 高 达 20 ~ 30 pmol/《h*pair}， 没 有 必要 用 HPLC 
来 降低 同位 素 背景 ， 简 单 的 萃取 方法 已 经 足够 。 总 
而 言 之 ， 如 果 咽 侧 体 合 成 保 幼 激素 的 能 力 很 低 ， 可 
以 用 增加 培养 咽 侧 体 的 数目 、 延 长 培养 时 间 和 改善 
培养 基 条 件 等 来 提高 总 的 保 幼 激素 合成 量 ， 培 养 基 
中 较 大 量 的 [*H- 甲 基 ]- 蛋 毛 酸 ,可 以 提高 被 同位 素 
标记 的 保 幼 激素 合成 量 ; 再 加 上 用 HPLC 降低 [3 H- 
甲 基 ]- 蛋 毛 酸 带 来 的 同位 素 背 景 ， 这 样 即使 咽 侧 体 








的 保 幼 激素 合成 量 较 低 也 可 以 检测 到 。 
3.2 保 幼 激素 水 解 酶 与 保 幼 激素 代谢 产物 

保 幼 激素 水 解 酶 主要 是 JHE 和 JH-EH。 保 幼 激 
素 在 这 两 种 酶 的 作用 下 生成 JHA、JHD 和 JHAD。 
不 同 昆虫 的 血 淋 巴 中 ， 这 两 种 保 幼 激 素 水 解 酶 的 比 
例 变化 很 大 。 有 些 昆虫 中 只 有 JHE， 唯 一 的 保 幼 激 
素 代 谢 产物 是 JHA; AER RRA JH-EH， 唯 一 
的 保 幼 激素 代谢 产物 是 JHD; 而 有 些 昆虫 既 有 
JHE; XA JH-EH， 保 幼 激素 的 代谢 产物 则 为 JHA 
JHD 和 JHAD 3 种 ， 但 因 两 种 酶 的 比例 不 同 ，3 种 
保 幼 激 素 代谢 产物 比例 的 差异 也 很 大 〈Share and 
Roe，1988)。 从 实验 结果 可 以 看 出 ， 笨 蝗 血 淋巴 中 
只 存在 一 种 保 幼 激素 水 解 酶 JHE， 而 烟 芽 夜 蛾 血 淋 
巴 中 存在 两 种 保 幼 激 素 水 解 酶 。 

要 研究 血 淋 巴 中 保 幼 激 素 水 解 酶 的 活性 ， 首 先 
必须 知道 有 哪 几 种 保 幼 激素 水 解 酶 ， 或 者 哪 几 种 保 
幼 激 素 代 谢 产物 。 尽 管 TLC 也 能 分 离 保 幼 激素 及 
其 代谢 产物 ， 但 是 分 离 效 果 并 不 理想 《Hoffmann et 
al.» 1994); 而 我 们 用 改良 的 RP-HPLC 分 离 保 幼 激 
素 代 谢 产 物 ， 效 果 非 常 好 。 有 趣 的 是 ， 在 所 研究 的 
两 种 昆虫 中 ， 保 幼 激素 水 解 酶 的 活性 在 离 体 条 件 下 
都 是 活体 条 件 下 的 10 ~ 10° 倍 。 这 可 能 是 由 于 在 
活体 条 件 下 ， 绝 大 部 分 保 幼 激素 与 保 幼 激素 结合 
白 相 结合 的 结果 ， 因 此 比较 稳定 ， 不 容易 被 降解 
而 在 离 体 条 件 下 ， 保 幼 激素 与 保 幼 激素 结合 蛋白 分 
离 ， 从 而 极 易 被 保 幼 激素 水 解 酶 降解 。 

3.3 血 淋 巴 中 保 幼 激素 滴 度 的 测定 

分 析 血 淋巴 中 保 幼 激素 滴 度 大 致 有 三 种 不 同 的 
方法 : KEREM, MI RE radioimmunoassay» 
RIA》 和 气质 联 用 (Bergot et al.» 1981; Rembold 
and Lackner, 1985; Englemann， 1986; Cusson et 
al.» 1997; Borst et al.» 2000) 。 这 三 种 方法 各 有 
RRA: KE MITE, (AREA, A 
质 联 用 精确 度 和 有 灵敏度 都 很 高 ， 但 对 仪器 设备 要 求 
非常 高 ;放射 免疫 应 用 相对 较 多 ， 克 服 了 以 上 两 种 
方法 的 缺点 ， 但 是 抗体 制备 比较 困难 ， 而 且 对 3 种 
保 幼 激素 的 识别 能 力 不 同 。 

关于 用 HPLC 测定 血 淋 巴 中 保 幼 激素 滴 度 的 报 
道 较 少 ， 我 们 用 改良 的 RP-HPLC We AEH E 
中 的 保 幼 激素 滴 度 ， 与 用 放射 免疫 测定 的 结果 完全 
吻合 《Borst et al.» 2000). RITA. REH RP- 
HPLC 可 以 测定 保 幼 激素 的 滴 度 ,但 仍 不 如 放射 免 
疫 方便 和 灵敏 。 如 果 需 要 知道 保 幼 激素 的 种 类 和 比 
例 ， 可 先 用 HPLC 分 离 ， 再 用 放射 免疫 测定 每 一 种 
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